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INTRODUCCION

A pesar de que los hongos entomopatogenos (HE) comprenden un grupo
heterogéneo de mas de 100 géneros, s6lo un pequeno porcentaje de estos
ha sido incluido en programas de control microbiano. Considerando que
algunos de estos géneros tienen un amplio rango de hospederos y es posible
aislarlos en diferentes zonas geograficas, se evidencia la gran diversidad ge-
nética que puede encontrarse entre los aislamientos de una misma especie.
Los HE ocupan un lugar importante en el control microbiano de insectos
plaga, ya que virtualmente todos los 6rdenes de insectos son susceptibles a
enfermedades fangicas. Frecuentemente, los hongos disminuyen poblacio-
nes de insectos a través de epizootias. Por tal motivo, resulta indispensable
que en los programas de control biolégico y manejo integrado de plagas
se colecten, purifiquen y conserven estos microorganismos. Esto permitira
seleccionar a aquellos que, de acuerdo a sus caracteristicas, sean mas propi-
cios a ser utilizados en una estrategia de control microbiano por incremento
(Humber 1991).

El uso de los organismos entomopatdgenos, precisa del reconocimiento de
las diversas enfermedades de los insectos a partir del estudio de su etio-
logia, sintomatologia, patogénesis y epizootiologia. En términos generales,
se debe realizar la recoleccion y analisis de hechos y datos como son: la
historia de la enfermedad y el examen, tanto fisico como de laboratorio. El
examen fisico, comprende la inspeccion general, a partir del analisis macro
y microscopico; mientras que el examen de laboratorio, implica el aisla-
miento y estudio del patégeno y del hospedante, siempre observando el
desarrollo de la enfermedad (Tanada y Kaya 1993).

En practicamente todos los habitats en los que viven los insectos (ecosiste-
mas naturales terrestres, acuaticos, agro-ecosistemas, incluso en colonias de
insectos de laboratorio y comerciales), es factible encontrar especimenes de
estos animales infectados con HE. Con frecuencia, es el técnico o investiga-
dor quien se percata de la enfermedad del insecto, al percibir cambios en su
comportamiento, siendo este sintoma una de las formas mas comunes de
reconocer a los insectos enfermos a causa de HE. La bisqueda de insectos
infectados con HE se dirige a insectos que presentan una apariencia dife-
rente al resto de la poblacion en su habitat natural, es una de las formas mas
comunes de reconocer los insectos enfermos.
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Aunque muchos agentes patogenos suelen estar presentes en una enzootia,
episodio que se caracteriza por presentar bajos niveles de insectos enfer-
mos, es durante las epizootias cuando es facil encontrar, en las poblaciones
de insectos, un inusual nimero de especimenes infectados (Lacey y Solter
2012).

Para incrementar el acervo genético de la Coleccion de Hongos Entomopa-
togenos (CHE-CNRCB), perteneciente al Centro Nacional de Referencia
de Control Biologico, se ha implementado la exploracion en cultivos agri-
colas de importancia economica, los cuales estan bajo vigilancia epidemio-
logica, en busca de insectos infectados por HE. El fin de esta exploracion es
aislar, purificar y conservar la virulencia de los HE para, una vez identifica-
dos y evaluada su calidad, puedan utilizarse en la generacion de tecnologia
que implique el establecimiento de programas de control biologico.
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Los materiales y equipo necesarios para realizar una exploraciéon en bus-
ca de HE, deberan ser organizados y preparados con anticipacion, siempre
considerando el tipo de cultivo y la (s) plaga (s) que son objeto de la misma.

Material y equipo

-Viales de plastico de diferentes tamafios
-Marcador de tinta indeleble

-Bolsas de plastico y de papel estraza
-Camara fotografica

-Pinceles

«Lupa 20X y 30X

Hieleras

-Pinzas entomologicas

Plumas, lapices y borrador

*Tablas de apoyo con broche de presion
-Tijera para podar

-Pala

-GPS

Navaja multifuncional

Documentos

-Formatos para toma de datos

Informacion de la region

-Identificaciones oficiales del personal de exploracion
*Mapas

La informacion contenida en los formatos de Registro de Colecta de Es-
pecimenes, tendra que ser almacenada en una base de datos. Ademas, se
considera necesario crear un expediente fisico de este documento. La ficha
debera contar al menos con la informacién que se indica en el Cuadro 1.
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Direcciéon General de Sanidad Vegetal
SA_GAM | Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria 3&? SENASIC A
B Centro Nacional de Referencia de Control Biologico RSB LB
Coleccion de Hongos Entomopatogenos

'AGROALIMENTARIA

Registro de Colecta de Especimenes

No DE REGISTRO CHE

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

FECHA:

LUGAR:

COORDENADAS:

UBICACION DEL
PREDIO:

NOMBRE DEL
COLECTOR:

INSECTO (DE SER
POSIBLE FAMILIA,
GENERO, ESPECIE):

SIGNOS Y SINTOMAS,
DEL INSECTO:

PREVALENCIA DE
INSECTOS MUERTOS:

CULTIVO HOSPEDERO:

CONDICIONES DE
CLIMA (HR, TEMP):

OBSERVACIONES:

Cuadro 1. Registro de Colecta de Especimenes
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CARACTERISTICAS DE INSECTOS INFECTADOS POR HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

Debido a su crecimiento caracteristico, los hongos fueron los primeros mi-
croorganismos que se detectaron causando enfermedades sobre insectos.
No obstante, es importante senalar que algunos HE no presentan un cre-
cimiento visible en la superficie de los insectos o, con frecuencia, pueden
producir estructuras que escapen a la simple observacion. Ademas, en oca-
siones, su crecimiento y desarrollo se ve limitado por las condiciones am-
bientales (Tanada y Kaya 1993). Por lo anterior, la deteccion de estos orga-
nismos entomopatogenos puede dificultarse y resulta necesario contar con
conocimientos respecto a la biologia y habitos del insecto plaga, asi como
de los hospederos alternos, todo con el fin de hacer exitosa la exploracion.
A este respecto, resulta oportuno introducir el término “colecta”, que se
refiere a la extraccion de ejemplares, partes o derivados de vida silvestre, del
habitat al que pertenecen (LGVS, marzo del 2014).

En el inicio de la enfermedad ocasionada por un HE, el insecto presenta
pocos 0 ningln sintoma; en algunos casos, es posible observar manchas ne-
croticas (Fig.1a), producidas en los sitios de penetracion del hongo (Poinar
y Thomas 1978, McCoy et al. 1988). A medida que el proceso infectivo
continla, el insecto se agita, disminuye su actividad, reduce su apetito y
pierde coordinacion. En esta etapa es frecuente observar cambios en su co-
loracion (Fig.1b). En la investigacion realizada por McCoy et al. (1988), se
establece que existe una tendencia de los insectos infectados a desplazarse
a la parte alta del follaje, o bien a la superficie del suelo en el caso de plagas
rizofagas. Eventualmente el insecto se paraliza y la momificacion del insec-
to es manifiesta (Fig.1c), siendo esta precisamente la caracteristica tipica
de la infeccion por hongos. De acuerdo a Tanada y Kaya (1993) , una vez
acontecida la muerte, el cuerpo del insecto es cubierto por micelio, a partir
del cual se inicia el proceso de conidiacion (Fig.1d).
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Figura 1.-Caracteristicas de insecto infectado por hongos entomopatdgenos. a) Manchas necroticas
ocasionadas por la penetracion de HE en larva de Galleria mellonella. b) Adultos de Schistocer-

ca piceifrons evidenciando el color “rojo” caracteristico debido a la infeccion por Metarhizium
acridum. c) Aspecto tipico de larvas de lepidopteros momificadas. d) Esporulacion de Metarhizium
rileyi sobre Spodoptera frugiperda.
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1. Cambios de coloracion

Uno de los primeros sintomas notables de insectos enfermos en una pobla-
cion, es la coloracion que les distingue de los otros miembros sanos, este
sintoma pueden presentarse en insectos vivos o muertos. Los cambios de
color, ocasionados por la infeccion de entomopatogenos, se asocian gene-
ralmente a los insectos con tegumentos transparentes y semi-transparentes,
como larvas de coloraciones claras y las formas larvarias de los gorgojos, lar-
vas de himenopteros y muchos grupos de insectos acuaticos, principalmen-
te dipteros. La variacion en el color en un insecto enfermo puede ser leve o
drastica. Respecto a esto, se ha observado una amplia gama de cambios de
coloracion, que van desde el blanco, gris, rojo, naranja, amarillo, azul, verde,
marron y negro. Las areas de melanizacion en la cuticula de los insectos,
manchas necroticas, se deben a la respuesta inmune del insecto ante la in-
feccion de los HE (Lacey y Solter 2012).

Un ejemplo comiin del cambio de la coloracion en el insecto, ocurre durante
la infeccion ocasionada por Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., que al
crecer sobre su hospedero, produce un pigmento de color rojo, identificado
como oosporeina, el cual posee propiedades antibioticas, y que le otorga esta
coloracion caracteristica al cadaver. La funcion principal de este compuesto,
es impedir el crecimiento de bacterias, lo que permite el desarrollo del
entomopatogeno. Asimismo, B. bassiana, produce los pigmentos amarillos
bassianina y tenellina (Ferron 1981). Por otra parte, se ha observado que los
acaros infectados por Hirsutella thompsonii (Fisher), adquieren diferentes
intensidades de rojo, desde tonos claros hasta muy obscuros, manifestandose
en algunas poblaciones de acaros distintas tonalidades, predominando el
color rojo ladrillo (Cabrera 1977).
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2. Signos fisicos de la infeccion causada por hongos entomopatogenos

La observacion cuidadosa del estado fisico del cadaver del insecto, permite
asociar a este con el agente que propicié su muerte. Por ejemplo, algunos
HE con frecuencia producen un crecimiento exuberante y colorido sobre
la superficie del insecto. La ubicacion de este crecimiento en los tejidos
infectados, puede ser una caracteristica de ciertos entomopatogenos, el
cual puede ser visible a través de la cuticula (Lacey y Solter 2012). A B.
bassiana se le ha considerado un hongo cosmopolita. A este hongo se le
ha conocido como “muscardina blanca”, por el aspecto caracteristico que
su crecimiento propicia sobre el cadaver. Al morir el insecto, este hongo
continda creciendo, invadiendo completamente el cadaver. Posteriormente,
si la atmosfera cuenta con las condiciones de humedad adecuadas, ocurre el
desarrollo del hongo sobre el insecto momificado; el micelio emerge a través
del integumento y desarrolla conidi6foros y estos a su vez conidios, son estas
etapas las que propician su crecimiento caracteristico (Ferron 1978). En el
caso de Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin, en su infeccion sobre
mosca pinta, pueden observarse los signos tipicos, como son su crecimiento
micelial de color blanco en adultos y ninfas, seguido de una esporulacion
abundante de color verde. Cuando infecta a ninfas, s6lo en raras ocasiones
acontece la esporulacion sobre el cuerpo de éstas, esto puede deberse a que
las condiciones abioticas son desfavorables para ello (Alves 1986).

Por otra parte, el estado de infeccion de Aschersonia aleyrodis (Webber)
sobre mosquitas blancas o mosca prieta de los citricos se caracteriza por un
cambio visible de color del hospedero infectado, la ninfa toma una coloracion
brillante y su cuerpo es poco translucido comparado con el de una ninfa
sana, el proceso de infeccion contintia con la aparicion de micelio externo,
el cual se observa usualmente alrededor del cuerpo del insecto (Fig. 2a).
Posteriormente, el hongo presenta un crecimiento vigoroso de color blanco
y forma un estroma que cubre la superficie corporal del insecto, que con
el tiempo cambia de color, las diferentes especies de Aschersonia pueden
distinguirse por el color del estroma y los conidios que pueden ser de
diferentes tonalidades rojo, café, anaranjado o amarillo (Fig. 2b) (Fransen
1990).

Aspecto Comin de Insectos Infectados por Hongos
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Figura 2.- Mosca prieta de los citricos.
a) Crecimiento inicial de Aschersonia aleyrodis sobre ninfa.
b) Estroma esporulado de Aschersonia aleyrodis.

Otros signos a considerar, son las estructuras de resistencia que los HE pueden
producir bajo condiciones ambientales extremas. Por ejemplo, bajo estas
condiciones, pueden presentar estructuras de pared celular gruesa llamadas
clamidosporas, que los mantienen viables por tiempos prolongados (Prior
1992), un ejemplo de ello es Metarhizium rileyi (Farl.) Kepler S.A. Rehner
& Humber. Este HE se caracteriza porque, en condiciones de temperaturas
y humedad bajas, produce hifas de doble pared celular, clamidosporas y
cuerpos de reposo con grandes cantidades de lipidos, localizadas en las
cavidades del cuerpo del insecto, las cuales le sirven para sobrevivir hasta
que las condiciones ambientales son favorables para su desarrollo (Pendland
1982, McCoy et al. 1988).

3. Comportamiento inusual

Si se considera que en condiciones normales los insectos son voraces, su
desinterés por alimentarse es sefial de este tipo de comportamiento. Otros
son la irritabilidad y la dispersion o agregacion inusual. Ademas, se sabe que
los insectos infectados con ciertos hongos o virus, suelen subir a los puntos
altos de las plantas hospederas, situandose alli justo antes de su muerte
(Lacey y Solter 2012). Por ejemplo, los principales sintomas que presentan
los especimenes adultos de la mosca pinta, al ser infectados por M. anisopliae,
son movimientos lentos, desinterés por el alimento y disminucién en su
radio de vuelo. En el caso de las hembras, estas no ovipositan mas; mientras
que las ninfas infectadas por este HE, se caracterizan porque disminuyen
sus movimientos, para después morir y adquirir un aspecto momificado
(Alves 1986).
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El comportamiento de los acaros infectados por H. thompsonii, se caracteri-
za por presentar movimientos lentos y desordenados, ejecutan contorsiones
y elevan su cuerpo, sosteniéndolo en la parte posterior con los l6bulos. En
estados de infeccion avanzados, las hifas del hongo parecen fijar los acaros
a las hojas, dandoles la apariencia de estar cubiertos con una tela de arana
vidriosa blanquecina (Cabrera 1977).

4. Cambios en su forma y textura

Una caracteristica de los insectos infectados con virus o bacterias, son los
cambios fisicos que sufren. Sin embargo, generalmente esto no ocurre
cuando se trata de infecciones debidas a HE ya que, en este caso, la
caracteristica principal es la momificacion del cadaver del insecto, en la
cual su cuerpo se torna rigido sin afectar su forma (Kaya y Vega 2012). En
algunas ocasiones, se han encontrado insectos con estructuras llamativas
sobre su cuerpo, las cuales al ser analizadas se determina que son parte
del crecimiento del hongo causante de la infeccion. Algunos ejemplos
caracteristicos se observan en la Figuras 3a, b, cy d.

Figura 3.- Estructuras de hongos desarrolladas sobre insectos.
a) Torrubiella sp. en pulgon.

b) Hirsutella sp. sobre psilido asiatico de los citricos.

¢) Cordyceps sp. en larva de coledptero.

d) Cordyceps sp. en pupa de chicharra cantadora.

Aspecto Comun de Insectos Infectados por Hongos
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Al igual que con cualquier organismo, las técnicas de colecta a utilizar,
dependen directamente de los objetivos y, de ser necesario, estas podran
adaptarse para cumplir con las metas establecidas. La biisqueda de insectos
infectados con HE, requiere la aplicacion de una variedad de métodos
debido, principalmente, al gran namero de especies y de habitos de vida que
presentan. La mayoria de estos métodos responden a objetivos especificos;
sin embargo, en el caso de HE, pueden ser divididos, de manera muy
general, en técnicas de colecta directas e indirectas.

1. Colecta directa

En este caso, la busqueda se dirige a localizar insectos micosados o con
signos aparentes de infeccion por hongos. También se deben incluir insectos
que muestran cambios de coloracion, ya sean vivos o muertos, ademas de
aquellos que tengan comportamiento diferente al resto de la poblacion. El
material colectado se debe colocar en viales de plastico o vidrio, los cuales
tendran que ser apropiadamente etiquetados. Durante la colecta en campo,
los insectos deberan separarse del sustrato sobre el que se encuentran
con unas pinzas finas y colocarse individualmente en recipientes limpios
y secos. Cuando el cadaver del insecto se encuentra adherido a la planta,
se recomienda colectarlo junto con la porcion de esta para evitar danarlo.
Insectos pequefnos como escamas, acaros y mosquita blanca, también se
pueden colectar de esta manera (Fig. 4a).

El contenedor para transportar el material colectado debera tener una
adecuada ventilacion, de manera que permita el intercambio de gases y evite
la condensacion o la retencion de la humedad en exceso. Se recomienda
agregar un agente de secado, como gel de silice o papel filtro en el recipiente
utilizado (Fig. 4b). De acuerdo a lo reportado por Lecuona (1996),
durante el almacenamiento temporal, una técnica para evitar o retardar
la germinacion de los hongos saprobios en las muestras, es disminuir la
humedad relativa (HR). Los insectos enfermos deben mantenerse a
bajas temperaturas (en una hielera o refrigerador), hasta que puedan ser
examinados en el laboratorio. Las bajas temperaturas también ayudan a
reducir el estrés en los organismos entomopatogenos, ademas de retardar el
crecimiento de saprobios, previo a su diagnostico.
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Figura 4.- Colecta de insectos.
a) Forma de recolectar insectos pequefios o adheridos al sustrato.
b) Insecto infectado recolectado en forma individual.

Cuando se colectan insectos vivos infectados, se deben mantener en el
medio donde se encontraron (follaje, suelo o agua). En el caso de plagas
cuarentenarias, no es permitida su movilizaciéon y la colecta tendra que
ser exclusivamente de insectos muertos con signos de infeccion por HE
(NIMF2.2007). Los insectos acuaticos, pueden ser transportados en plantas
que crecen en esos habitats, inmersas en agua.

2. Colecta indirecta

Para la supervivencia de los HE en la naturaleza, el suelo proporciona
condiciones fisicas favorables ya que, a diferencia del ambiente propio del
follaje de las plantas, los patogenos no estan sujetos a la destruccion por
radiacion; ademas de que la humedad es relativamente alta y estable en él
(Barbercheck 1992). Es por ello que este es uno de los habitats naturales
donde, con frecuencia, es posible aislar diversas especies de HE (Meyling y
Eilenberg 2007). La obtenciéon de HE a partir de suelo se realiza a través de
una colecta indirecta, que no es mas que la obtencion del material a partir
de suelo, utilizando ya sea la técnica del insecto trampa o el aislamiento
en medios selectivos. El principal obstaculo para el aislamiento de HE
con medios selectivos, es su crecimiento lento, comparado con los hongos
saprobios oportunistas que se encuentran en el suelo. Para el aislamiento
de HE en muestras de suelo, se han desarrollado algunos medios de cultivo
selectivos que incluyen antibioticos (Anexo 1), tales como cloranfenicol,
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tetraciclina o estreptomicina, utilizados para inhibir el crecimiento de
bacterias, ademas de algunos fungicidas como dodina y benomilo en
concentraciones bajas (Meyling 2007).

La principal ventaja de la técnica de insecto trampa, es que so6lo los hongos
patogenos de insectos causaran infeccion sobre las larvas, lo que facilitara
su aislamiento. Sin embargo, se requiere contar con crias de insectos
susceptibles a la infeccion por HE; algunas de las especies que se han
empleado con este propdsito son, la palomilla de la cera Galleria mellonella
Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae) y el gusano de la harina Tenebrio molitor
Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), por ser insectos que se crian
facilmente en el laboratorio y las colonias se pueden establecer sin tener
grandes recursos economicos y/o de equipo.

2.1 Cria de Galleria mellonella

Existe una gran variedad de dietas para la cria de la palomilla de la cera.
En la mayoria de ellas, se utiliza una combinacion de cereales hidrolizados
para nifnos, leche en polvo, glicerina liquida, azicar, levadura de cerveza,
polen, harinas de cereales, copos de avena, salvado de trigo y miel (Anexo
2). Cualquier dieta con estos componentes puede funcionar, incluso una
mezcla de salvado de trigo, miel y un poco de glicerina liquida, para el caso
de zonas con muy poca humedad ambiental, permite el desarrollo de la pa-
lomilla. El alimento debe colocarse en un contenedor o frasco de vidrio de
boca ancha que permita manipular los insectos, con una tapa adaptada con
una malla fina (16 x 16 hilos por cm?) para favorecer la ventilacion y evitar
que escapen las larvas de los primeros instares que son muy pequenas (Fig.
5 ayb). El contenedor con los insectos se debe mantener a una temperatura
de entre 28 a 32°C (Klingen et al. 2002).
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Figura 5.- Etapas de la cria de Galleria mellonella. a) Larvas. b) Adultos.

2.2 Cria de Tenebrio molitor

Para el establecimiento de la colonia de T. molitor, se requieren cajas de
plastico rectangulares transparentes, donde los insectos son mantenidos a
temperatura ambiente, alimentandolos con una mezcla de avena y salvado
de trigo estéril (1:1). Para que los insectos se hidraten, es necesario colocar
al menos una torunda de algodon himedo estéril sobre una caja de Petri.
Periddicamente, deben retirarse las pupas que van apareciendo en las cajas
de larvas; de la misma manera se hace con los adultos que emergen en la
caja de pupas, esto con el fin de evitar el canibalismo debido a la inmovili-
dad de estas tultimas (Fig. 6a y b).

Figura 6.- Cria de Tenebrio molitor. a) Contenedor con pupas. b) Adultos en etapa de oviposicion.
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2.3 Muestras de suelo

Para este método, en cada zona a evaluar, se colectan de tres a cinco mues-
tras de suelo superficial (500 g cada una), excavando a una profundidad de
10 a 15 cm. Cada una de las muestras se mezcla individualmente con una
pala y, una vez mezclada, se toma una porcion representativa de la misma,
la cual debe ser depositada en una bolsa de plastico previamente etiquetada.
Durante todo el transcurso de la colecta, las muestras deberan mantenerse
en hieleras. Se recomienda procesar las muestras lo mas pronto posible,
dentro de los primeros 5 dias después de la colecta (Zimmermann 1986).

2.4 Técnica del insecto trampa

De acuerdo a Keller et al. (2003), el método de insecto trampa con G. me-
llonella para la colecta de HE, es mas sensible que el uso de medios de cul-
tivo selectivos, siendo ttil para el aislamiento y la identificacion de hongos
autoctonos presentes en los suelos. Para este método de colecta, son pocos
los estudios que han evaluado el uso de varios insectos cebo de diferentes ta-
xones. Klingen et al. (2002) encontraron que larvas de dipteros se infectan
de hongos de diferentes géneros en comparacion con G. mellonella. Especifi-
camente, a partir de larvas de Delia floralis Fallen (Diptera: Anthomyiidae)
fue posible aislar, con mas frecuencia, Tolypocladium cylindrosporum Gams
que con G. mellonella. Por ello, el uso de la técnica del insecto cebo, puede
ser considerada como un método de aislamiento selectivo.

Para procesar la muestra, se utiliza suelo himedo, aunque no hay infor-
macion que indique la cantidad de humedad ideal. En la investigacion he-
cha por Meyling (2007), se menciona que requiere tiempo determinar los
mejores contenidos de humedad del suelo y, como guia aproximada, este
no debe ser demasiado hiimedo, no permitiendo la condensacion en el in-
terior del recipiente, evitando que se formen grumos. En ciertas ocasiones,
la muestra tiene la humedad suficiente para ser procesada; sin embargo, en
casos en que esta sea demasiado humeda, debera exponerse al sol hasta qui-
tar el exceso de humedad. La cantidad de suelo a muestrear, dependera de
la capacidad de los contenedores, los cuales preferentemente deberan lle-
narse, de tal manera, que las larvas estén siempre en contacto con el suelo.
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En esta técnica, es comun utilizar contenedores de plastico con tapa, a los
que se le agregan de 10 a 20 larvas de G. mellonella o T. molitor del quinto o
sexto estadio. Hecho esto, los contenedores se tapan, incubandose a 27°C.
Periddicamente, los contenedores deben invertirse para asegurar que las
larvas estén expuestas al hongo. Después de 14 dias, cuando la muestra de
suelo contiene HE, es posible observar las larvas infectadas.

Figura 7.- Técnica del insecto trampa.
ay b) Introduccion de larvas de Galleria mellonella en contenedores con muestras de suelo.
©) Larvas infectadas con Beauveria sp.
d) Larva infectada con Metarhizium sp.

Después de 7 dias de incubacion, deben separarse las larvas muertas del
suelo y colocarse individualmente en una camara himeda para favorecer
el desarrollo del hongo. Previamente, es necesario desinfectarlas con hipo-
clorito de sodio comercial (cloro) al 0.5% durante 1 min; transcurrido este
tiempo, deben lavarse dos veces con agua destilada estéril. En la investiga-
cién realizada por Lacey y Solter (2012), se recomienda desinfectar a los
especimenes con alcohol al 70%, enjuagarlos con agua estéril para, poste-
riormente, tratarlos con cloro comercial durante un minuto y, finalmente,
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se deben lavar con agua estéril. El exceso de humedad se elimina colocando
los insectos sobre papel filtro estéril, posteriormente se colocan en camara
htmeda utilizando una solucion de sulfato de potasio (K,SO,) al 11% para
alcanzar una humedad relativa de 97% (Goettel e Inglis 1997) e incubar a
25°C (Fig. 7b, o).

Cuando el crecimiento del hongo es evidente, no es necesario el uso de la
camara hiameda, simplemente debe eliminarse el suelo adherido al cuerpo
del especimen con un pincel fino, auxilidandose con el microscopio de di-
seccion para no contaminar al entomopatogeno. A continuacion, para el
aislamiento, se transfieren las estructuras del hongo a cajas de Petri con
medio de cultivo (PDA o SDA), adicionado con antibidtico (cloranfenicol
500 mg/L). Posteriormente se realiza la identificacion, considerando las
estructuras morfologicas por comparacion en claves taxonomicas (Barnett
y Hunter 1998; Humber 2012).

2.5 Tratamiento de muestras de suelo en medio selectivos

Una amplia gama de hongos estan presentes en el suelo y tienen diversas
funciones ecologicas. La mayoria de estos hongos, junto con una gama de
bacterias, pueden crecer en medios de cultivo artificiales. Estas habilidades
han sido explotadas durante mucho tiempo para aislar microorganismos
a partir de muestras del suelo, ademas, sustratos especificos han sido
desarrollados para seleccionar ciertos grupos de microorganismos. También
se han desarrollado algunos medios selectivos para el aislamiento de HE.

Un ejemplo de este tipo de medio, es el sugerido para el aislamiento de
especies de Metarhizium, el cual es conocido como medio semi-selectivo
Veens, el cual contiene cloranfenicol, asi como los fungicidas dodina y
cicloheximida (Goettel y Inglis 1997). A partir de este medio, se han hecho
modificaciones con el objetivo de optimizar los resultados de aislamiento
basados en la experiencia. Por ejemplo, Hu y St. Leger (2002) lo utilizaron
para aislar M. anisopliae, excluyendo el uso de la cicloheximida, para
permitir que otros hongos pudieran desarrollarse. En otros casos, se ha
modificado para volver a aislar conidios de HE aplicados en campo, esto
con el fin de estimar su persistencia en el suelo, asi como su movimiento
vertical (Meyling 2007).
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Para procesar las muestras de suelo con medios selectivos, se toman seis
muestras (25 g cada una) de cada lugar de colecta, llevandose a bolsas de
plastico de polipapel estéril por separado. En tubos Eppendorf de 2 mL,
se depositan 0.35 g £ 0.05 g de suelo de cada bolsa, agregandose 1 mL de
agua destilada estéril a cada tubo. Posteriormente, se agita el tubo por 30
seg y se toma una alicuota de 50 uL, sembrandose en cada caja de Petri con
medio selectivo (Anexo 1), esparciendo con varilla de vidrio y se incuba a
27 + 1°C; en este método se debe considerar la especie del HE a ser aislado.
Transcurridos tres dias, se deben realizar observaciones (Fernandez et al.
2010). Las colonias con caracteristicas similares a HE, deben llevarse a un
medio de cultivo selectivo especifico los aislamientos buscados. Una vez
hecho esto, se debe realizar la identificacion de las caracteristicas morfolo-
gicas que aseguren que se trata de un hongo patégeno de insectos.




Adulto de Tenebrio molitor
micosado por Metarhizium anisopliae
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Una vez que los insectos infectados con HE se han recolectado en campo,
este debera ser enviado a la brevedad posible al Centro Nacional de Refe-
rencia de Control Biologico (CNRCB) ubicado en Tecoman, Colima, con
las siguientes recomendaciones:

-Los insectos se deben enviar en contenedores individuales

+Los insectos adheridos al sustrato ya sea hoja, tallo o fruto deben
depositarse con el sustrato

+Las muestras deben enviarse secas, por lo que es recomendable no
agregar alcohol, ni ponerlos en camara hiimeda

+Los insectos colectados en el suelo deben estar limpios evitando
particulas potencialmente contaminantes

«Cada contenedor debera llevar los datos correspondientes (Cuadro 1)
«Utilizar hieleras de poliestireno con geles congelados para el envio,

evitando que los viales tengan contacto directo con los geles
El material debera ser remitido via paqueteria exprés al CNRCB:
Km 1.5 Carretera Tecoman-Estacion FFCC, Col. Tepeyac, Tecoman,

Colima, C.P. 28110. Tel. (313) 324 07 45, dgsv.cnrfl @senasica.gob.

mx
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Una estrategia ecolégicamente segura para la utilizacion de HE en el con-
trol de plagas, se basa en la identificacion de sus patogenos naturales, lo
cual se hace con el fin de seleccionar el patdogeno con mayor potencial,
tomando como criterio, su virulencia, persistencia y especificidad. El uni-
verso de enemigos naturales de plagas agricolas es diverso y abundante.
Con este antecedente, el CNRCB ha planteado la bisqueda de especime-
nes en el ambiente en el que estan presentes las plagas, considerando di-
ferentes regiones agricolas de México, teniendo como principal proposito
el contar con el mayor nimero de genotipos de HE y poder seleccionar
aquellos que cuenten con las mejores caracteristicas para controlar insec-
tos bajo condiciones de campo. A la fecha, la CHE-CNRCB, cuenta con
una coleccion de mas de 600 aislados de HE, los cuales han sido obteni-
dos de diversas regiones y cultivos agricolas. A continuacion se descri-
ben algunos ejemplos de exploraciones de HE realizada por el CNRCB.

Psilido asiatico de los citricos (PAC).

La exploracion del psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwaya-
ma (Hemiptera: Liviidae), se realiza sobre ninfas y adultos de esta plaga.
El muestreo se efectia sobre brotes tiernos de citricos, incluyendo tallos
y hojas. Se deben colectar los especimenes que presentan cambio de colo-
racion, momificaciéon o presencia de micelio y conidios en cualquier parte
de su cuerpo (Fig. 8a). Los PAC infectados por hongos, generalmente se
encuentran adheridos a las hojas o tallos, por lo que se deben recolectar
junto con el sustrato; un ejemplo de esto son las ninfas que se presentan
en la Figura 8b, las cuales atin se mantienen adheridas al tallo. Los insec-
tos muertos sin signos aparentes de infeccion, también pueden colectarse
para continuar el proceso infectivo. De ser este el caso, en el laboratorio
se pueden adecuar las condiciones apropiadas para lograr su desarrollo.

Figura 8.-Diaphorina citri.
a) Adulto con micelio y sinemas de Hirsutella citriformis.
b) Ninfas momificadas por infeccion de Isaria.
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Cochinilla rosada del hibisco

Tomando en cuenta la biologia de la cochinilla rosada (Maconellicoccus hir-
sutus (Green) (Hemiptera: Pseudococcidae) y los dafios que ocasiona en
las plantas hospederas, la busqueda debera dirigirse especialmente hacia las
partes en crecimiento en las que se visualicen deformaciones de brotes (Fig.
9a) o, cuando el dafo es severo, en toda la planta. Una vez ubicadas las co-
lonias de la cochinilla, deberan colectarse junto con el brote, ya que por su
tamano, coloracion y la presencia de fibras de cera, se dificulta la deteccion
directa de estos patdgenos, por lo que resulta necesario que las muestras
sean analizadas con ayuda del microscopio, lo que facilitara la deteccion de
los entomopatogenos presentes.

La cochinilla rosada es una plaga bajo vigilancia fitosanitaria, debido al ries-
go constante de que se propague a otras areas. Cuando se colectan muestras
de esta plaga, estas deben colocarse en recipientes con tapa hermética y
depositarse en doble bolsa, asegurandola con cinta (Fig.9b). Una vez en el
laboratorio, las muestras deben procesarse inmediatamente, considerando
los cuidados pertinentes para evitar su propagacion. Al finalizar el proceso
de analisis, el material residual debe ser incinerado.

Latonalidad rosa a rojiza es un indicativo, en algunos insectos, de la presencia
de patogenos. Sin embargo, al ser este el color natural de la cochinilla rosada,
no puede ser considerado un signo de infeccion. Por ello, en el caso de esta
plaga, sera necesario ubicar los especimenes muertos y examinar los insectos
enlaminillasy,a partir de esto, determinar la presencia de entomopatdgenos.
Las especies de hongos reportadas como patogenos de Pseudococcidos son:
Lecanicillium aphanocladii Zare & W.Gams, L. psalliotae (Treschow) Zare &
W.Gams, M. anisopliae,Isaria fumosorosea Wize, Hirsutella cryptosclerotium
Fern.-Garcia, H.C. Evans & Samson, y B. bassiana (Humber 2013).
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Figura 9.- Colecta de Maconellicoccus hirsutus.
a) Brotes de eritrina con colonias de cochinilla rosada.
b) Colecta de cochinilla rosada, acondicionadas en doble bolsa y selladas con cinta.

Barrenadores del Aguacatero

El conjunto de barrenadores del hueso y de la rama del aguacate como
Copturus aguacatae Kissinger, Conotrachelus perseae Barber, C. aguacatae
Barber, Heilipus lauri Boheman (Coleoptera: Curculionidae) y Stenoma ca-
tenifer Walsingham (Lepidoptera: Oecophorinae), son insectos que atacan
directamente las ramas y frutos durante su desarrollo. Las larvas al atacar
el fruto, lo perforan o barrenan y se alimentan de la semilla o “hueso” has-
ta destruirlo y provocar su caida (Dominguez et al. 1988). La exploracion
de HE sobre barrenadores del aguacatero, debe ser dirigida a los adultos,
asi como en los frutos caidos y en el suelo. Ademas, debe considerarse
la bsqueda de pupas, ya que es un estadio susceptible al ataque de estos
microorganismos. En el caso de barrenadores de rama, se deben observar
principalmente las ramas jovenes.

El muestreo de pupas se realiza en areas de sombra del mismo arbol de
aguacatero, preferentemente donde se observen frutos caidos. La toma de
muestra de suelo, se realiza entre los 10 6 15 cm de profundidad; poste-
riormente se pasa por una criba, con el proposito de eliminar la tierra fina,
facilitando asi la observacion de las pupas (Fig. 10a). Una vez colectadas,
se deben poner en camara himeda debidamente situada en el laboratorio,
manteniéndose en observacion hasta por 15 dias o, de ser el caso, hasta que
emerjan los adultos. En el caso de los adultos, el monitoreo se realiza en el
area del cultivo o en hospederos alternos (Fig. 10b).
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Figura 10.-Exploracion en huertos de aguacate.
a) Blsqueda de pupas de barrenadores en huertos de aguacate.
b) Adulto del barrenador del hueso del aguacate Stenoma catenifer.

Moscas de 1a Fruta

La presencia de las diversas especies de larvas de moscas de la fruta como
Anastrepha ludens Loew, A. obliqua Macquart, A. striata Schiner y A.
serpentina Wiedemann (Diptera: Tephritidae), generalmente coincide con
lamadurez del frutoyla caidadel mismo (Fig. 11ayb).EnlosGltimos estadios
larvarios, el insecto abandona el fruto y se entierra a pocos centimetros de
profundidad (4-8 cm), ahi se convierte en pupa y, después de algtn tiempo,
emerge el adulto que iniciara un nuevo ciclo de vida. En estos insectos, los
estados de pupa y adulto son los mas susceptibles a infeccion por HE; por
esa razon, el muestreo debe dirigirse precisamente a estos estados de la
plaga. En el caso del adulto, la bisqueda es directa, considerando sintomas
o signos de micosis. En contraste, en el caso de las pupas, se deben tomar
muestras de suelo a una profundidad de 10 cm; de estas muestras, se deben
separar las pupas con una criba para, posteriormente, colocarse en camara
hiimeda a 27°C, permitiendo el desarrollo de posibles HE.

Considerando que, tanto para las moscas de la fruta como para el conjunto
de barrenadores del aguacatero, el estado de pupa es susceptible a ataque
por HE, resulta factible hacer una btisqueda de estos hongos, a partir de la
técnica del insecto trampa, utilizando el suelo generado después de la criba.
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Figura 11.- Dafios de mosca de la fruta.
a) En mango.
b) En guayaba.

Broca del Café

La broca del café Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae),
posee una extrana y compleja biologia. Con excepcion del breve periodo de
vuelo que emplea para dispersarse y buscar al hospedero, la broca pasa el
resto de su vida refugiada en el fruto de café; en él, encuentra el alimento
necesario para sobrevivir y reproducirse, asi como un refugio ideal para re-
sistir las condiciones adversas del clima y escapar a sus enemigos naturales.
Por ésta razon, el adulto es la fase mas susceptible de ser infectada por HE
y es la etapa a la que deben dirigirse los muestreos.

Los frutos de café con dafo por broca, presentan una perforacion en la ci-
catriz de la corola. En los episodios en los que este insecto ha sido atacado
por B. bassiana, aparece un punto algodonoso de color blanco o crema, lo
cual es indicativo de la presencia de micelio y conidios de este hongo, el
cual se encuentra desarrollandose sobre el insecto (Fig. 12 ay b). La colecta
de HE en broca de café, se puede dirigir directamente sobre los frutos en
los que sea visible la presencia del micelio del hongo. Por otro lado, para la
btsqueda de otras especies de HE asociadas a la plaga, se pueden muestrear
los frutos caidos con dafos de broca.
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Figura 12.- Broca de cafe.
a) Infectada por Beauveria bassiana.
b) Hipothenemus hampei con Beauveria bassiana, cuerpo parcialmente micosado.

Pulgones en citricos

Si se considera el tipo de aparato bucal, picador—chupador, de los pulgones,
los HE son los principales agentes patogenos de este grupo de insectos. Esto
es debido a que los protozoarios, bacterias y virus entomopatogenos tienen
accion via estomacal y deben ser ingeridos para poder causar la enfermedad
(Humber 1991); mientras que el modo de accion caracteristico de los HE,
es por contacto. Los afidos son atacados por una diversidad de especies de
HE (Fig. 13a, b, ¢, d y e), de los cuales destacan los Entomophthorales; a
diferencia de los Hipocreales (ubicados anteriormente como Hyphomyce-
tes), los cuales incluyen cientos de especies, pero solo pocas de ellas han
sido reportadas como patogenos de afidos (Feng et al. 1990, Yokomi 1994).

La basqueda de HE en poblaciones de pulgones de citricos, implica la colec-
ta tanto de insectos vivos como muertos. Los brotes tiernos con pulgones,
se depositan preferentemente en bolsas de papel para, en las siguientes 24
horas, ser analizados (Berlanga-Padilla 2002). Los insectos de coloracion
rojiza, ademas de aquellos que se encuentren adheridos en hojas o tallos,
deben depositarse en contenedores o bolsas por separado.
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a) insectos infectados adheridos a hojas. Pulgones infectados:
b) Lecanicillium  c) Neozygites d) Beauveria e) Isaria.

Gallina ciega

Las principales especies de larvas edaficolas rizofagas conocidas como
“gallina ciega” presentes en México son Phyllophaga spp., Anomala spp.
y Ciclocephala spp., ademas de otros géneros de la familia Melolonthidae.
Estas plagas representan un serio problema en varias regiones del pais, ya
que se alimentan de raices de gramineas, papa, cafeto, hortalizas, arboles
frutales y forestales reportandose el mayor dafio en el cultivo de maiz. Para
la bisqueda de HE asociadas a estas plagas, la exploracion debe dirigirse
a suelo, y utilizar la técnica del insecto trampa como principal alternativa
(Hernandez-Velazquez et al. 2003).

La busqueda directa de hongos entomopatogenos sobre larvas de gallina
ciega, es en areas cercanas a la raiz, donde se colectan los insectos de
coloracion roja, con manchas necroticas, aspecto algodonoso o polvoso,
presentando diferentes tonalidades e incluso, es posible encontrar partes del
insecto con signos de crecimiento de estos hongos (Fig. 14a, by ¢). Cuando
se realizan las labores culturales de terreno, especificamente en el rastreo,
es el momento idoneo para la bisqueda, ya que las larvas quedan expuestas
y se detectan facilmente. Una vez recolectadas estas, se deben depositar
individualmente en recipientes de plastico. Por otra parte, la bisqueda de
hongos patogenos a gallina ciega también debe dirigirse a larvas vivas, las
cuales son recolectadas y monitoreadas por 30 dias para detectar micosis;
es entonces cuando los insectos deben ser depositados, individualmente,
en recipientes de plastico con alimento, ya sea un trozo de zanahoria o
adicionando Peat Moss estéril y seco. Hecho esto, las larvas deben revisarse
diariamente (Berlanga-Padilla et al. 2000).
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Figura 14.- Signos de la infeccion en larvas de gallina ciega.
ay b) Diferentes signos del desarrollo de Beauveria bassiana.
¢) Restos de larva y de estructuras de Beauveria bassiana sobre el suelo.

Langostas y chapulines

La exploracion de hongos patogenos a Schistocerca spp. no es una tarea
sencilla, especialmente si se considera que las areas infestadas de langostas
se caracterizan por ser extremadamente secas la mayor parte del afno, las
cuales son condiciones desfavorables para el desarrollo de los hongos. En la
investigacion hecha por Kooyman y Shah (1992), se recomienda hacer la
basqueda de HE utilizando una combinacion de métodos como el monito-
reo en poblaciones de acrididos, medios selectivos, la exposicion del insecto
a suelo y la captura de altas densidades de la plaga en jaulas, lo cual les pro-
picia estrés, induciendo de esta forma el desarrollo de agentes infecciosos
presentes en la poblacion (Fig. 15a y b).

La btsqueda directa se debe realizar en sitios donde se ha observado la pre-
sencia de la plaga, colectando insectos, vivos o muertos, que presenten una
coloracion que los diferencie del resto de la poblacion; también deben co-
lectarse aquellos con poca movilidad, e incluso aquellos que estén secos, ya
que las langostas infectadas con M. acridum, esporulan en condiciones de
poca humedad, en la parte interna del cuerpo, (Fig. 15c y d) y no hacia fue-
ra como sucede en la mayoria de los casos de infeccion por HE (Hernandez-
Velazquez et al. 1997).
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Figura 15.- Langosta

a) Confinadas en jaulas para inducir el desarrollo de patogenos.

b) Adultos de Schistocerca piceifrons infectadas con Metarhizium acridum.
¢) Adulto de Schistocerca piceifrons seco.

d) Esporulacion interna de Metarhizium acridum en Schistocerca piceifrons.
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ANEXO 1

MEDIOS SELECTIVOS

Medio para Beauveria

- Infusion de avena......ccoeecuvveeeeniinneennn. 2%
S AZAT. ittt 2%
o BL0Te 11T FO R 550 ug/mL
- Clortetraciclina.......cc.eeeur vovveennne 5 ug/mL
- Cristal violeta........ccceevveenneee. 10.0 ug/mL
SAZUA 1000 mL

Esterilizar a 120°C por 20 minutos

Medio para Beauveria

-Bactopeptona.........ceevuuereeeiiniereeennn. 0.3%
SAZAT i 1.5%
“CUCLyeiieeeeeeeree e 0.2 mg/mL
-Cristal violeta ......cccceeveerreveennnns 2 ug/mL
- Agua destilada.......ccoccueereneenne 1000 mL

Ajustar el pH a 10
Esterilizar a 120°C por 15 min

Medio para B. brongniartii

-Peptona
-Glucosa

SAZUA 1000 mL
Esterilizar a 120°C por 20 minAjustar pH
a6.3

Adicionar a 50-60°C

-Estreptomicina..........cceeenneee. 600 pg/mL
-Tetraciclina........ceeeeevveeeeeennneee. 50 pg/mL
-Dodina ..eeeeeevvieeeeeiiieee e 100 pg/mL
-Cicloheximida .........ccoeuveeeennns 50 pg/mL

Medio para aislar Metarhizium de suelo

S AZAT.cciiie 20.0g
- Neopectona.......eeeeeeeeeeeeereeeeeeeerennnne 6.0g
= GlUCOSA.cueeiveeeeeiiieeeeeee e 10.0¢g
“KHPO ueeiiiiiiiiieeiiceeeeecee 0.5g
-MgSO, 7 HyO.uuvvvviiiiiiiiiiiieee 1.0g
- Aguadestilda........ccoeveeenieennnne. 1000 mL

Esterilizar a 120°C por 15 min y
Adicionar a 55°C

- Cicloheximida........oocvvveeerrnieeeennn. 200 g
- Cloranfenicol...........ceeivvvuieeeennnnnee
-Estreptomicina
- Eritrocina......eeeeecieeeeniiiiiiiiiiniinnnne.

Medio para Metarhizium

-Agua
Esterilizar a 120°C por 15 min y
Adicionar a 55°C

—Dodina....cceceeeeeeeeeeiieee e 10 ug/mL
-Cicloheximida........cccceeuveennnn. 250 pg/mL
-Cloranfenicol..........ccccuveeeeennne 500ug/mL

Medio para Metarhizium acridum

-APD Suplementado con:

-Tiabendazol........cccceeevvvveeeennnns 0.001 g/L
-Cicloheximida.......cccceeevveeeennnnes 0.25g/L
-Cloranfenicol..........ccccveeeeennnenn.. 0.25g/L
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Medio para Hirsutella thompsonii

- Harina de soya.....ccceeeeeeeeeenecciiiiiinnes 8%
- Melasa....ooeeeeiiiiiiieecee e 2%
-KH2POyeeiieeiieieeieeeeeeee 1.5 mg/mL
“MESO i 0.5 mg/mL
e O1-10) PR 0.01 mg/mL

- Esterilizar a 120°C por 20 minutos

Medio para Metarhizium rileyi (= Nomu-
raea rileyi)

Neopeptona................ ...10.0 g
Extracto de levadura... ...10.0 g
NaNO;.cciiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 40.0g
KH2POyueiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicce 5.0g
KCluuiiieeeeeete e 1.5¢g
MgSO, 7THyO.eiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 05¢g
FESO i, 0.01g

........................... 0.01g

- Esterilizar a 120°C por 20 minutos

Medio H

- 5acarosa. ..o, 10.0g
= Dextosa..ciiiiiiiiiiiiieeeeeee 50g
- Extracto de levadura..........ccceevueeenne. 5.0¢g
- Peptona.....cooocciiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 05¢g
= AZAT i, 15.0g
Agua destilada .....eeeevieeenienennen. 1000 mL

- Esterilizar a 120°C por 15 miN

Medio para Paecilomyces lilacinus

-Papa dextrosa agar.........cceeveeevueeeennne 3.9%
“NaCl..oiiiiiiiiii s 1-3%

“Tergitol..eee i, 0.1%
-Pentacloronitrobenceno.......... 500 pg/mL
-Benomilo....c.cecevueerieriienicnne 500 pg/mL
-Sulfato de estreptomicina........ 100 pg/mL

-Clortetraciclina HCI ........ 50 pug/mL

Medio para Lecanicillium

-MgSO, 7H,O. i 05¢g
“FeNaEDTA....cccoeemiiiniieiieeeee. 0.01g
“AZAT e 20g
“AZUA e 1000 mL
-Esteptomicina SO4.......cccccumerrrneneees 03g
-Clortetraciclina HCl..........cccuveeennn. 0.05g
-Pentacloronitribenceno..........ccco..... 0.8g
NaB,O; _10H;0..ccoiiiiiiiiieeeeeeeeenn l.g

Ajustar PH 4.0 con H;PO, 10%

Agar Dextrosa Sabouraud - yema de
huevo y leche (Medio para Entomo-
phthorales)

- Sabouraud Dextrosa Agar ............... 80 %
- Mezcla de yema de huevo (40%)

y leche (60%)...cccccveeeeeieeeiieeeieeenee 20 %
Materiales y preparacion:

-Sabouraud agar.........eceveeeeeriiiiieernnnnns 45¢g
= AZUA o 1000 mL

- Esterilizar a 120°C por 30 minutos

- Agar extracto de levadura

dextrosa:

“DEXIIOSA . eeeeeeieeeeiiiiiiiiie e 20¢g
- Extracto de Levadura..........ccceeuueeee. 10g
= AT 20g
= AZUA o 1000 mL

- Esterilizar a 120°C por 30 minutos
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- Leche:
Esterilizar toda la leche a120°C por 30 min y conservar en refrige-
racion.

- Yema de huevo:

Colocar los huevos en una mezcla de hipoclorito de sodio (800 mL,
2%) y alcohol (200 mL, 90%) durante 10 min para desinfectar la
superficie. En seguida sobre la flama del mechero se separa la clara
del huevo, se flamea el borde del huevo y se deja caer la yema sobre
una probeta de 250 mL. Se adicionan 100 mL de leche estéril y se
agita con una varilla de vidrio. Esta mezcla se incorpora al medio
extracto de levadura-dextrosa-agar en el intervalo de temperatura de
entre 50-60°C, se agita y en seguida se agrega el agar Sabouraud.




Manual de Exploracion para la Colecta de Hongos Entomopatogenos

ANEXO 2

DIETAS DE CRIA PARA Galleria mellonella

1) Dieta para la larva de estadios jovenes (Meyling 2007)

180 g de miel

260 g de harina de trigo

180 g de glicerina

80 g levadura de cerveza seca
50 g de cera de abeja

50 g de salvado de trigo

Miel, glicerina y cera de abeja se funden en un recipiente (sin hervir).
Retirar del fuego.

Anadir la levadura de cerveza y luego la harina de trigo. A continuacion,
anadir el salvado de trigo y mezclar. Estos se pueden mantener en el refri-
gerador hasta su uso.

2) Dieta para larvas grandes (Meyling 2007)

280 g de miel

240 g de glicerina

40 g de levadura de cerveza

400 g de alimentos para perros (por ejemplo Pedigree Junior)
100 g de avena

100 g de salvado de trigo

Mezclar la miel, glicerina y la levadura de cerveza y anadir la mezcla de
alimentos de perro. Afadir los copos de avena y salvado de trigo. Si la
mezcla es demasiado grasosa anadir mas avena y salvado de trigo. Manten-
ga la comida refrigerada y afadir el alimento a las cajas con larvas grandes.
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3) Dieta Galleria mellonella (Realpe et al. 2007)

464 g de salvado de maiz
69 g de levadura seca.

67 g de cera de abejas
207 g de glicerina

193 g de miel de abejas

Se mezclan el salvado de maiz y la levadura, aparte se derriten la cera de
abeja y se adiciona a la primera mezcla, posteriormente se adicionan la
glicerina y la miel.

4).- Dieta para Galleria mellonella (Ali-Shtayeh et al. 2002)

500 g Salvado

25 g de leche en polvo
25 g de harina de maiz
75 g de harina de trigo
75 mL de glicerina

150 mL de miel de abeja
100 mL de agua

Los ingredientes de la dieta se mezclan y se esterilizan a 121°C durante
30 min.

5).- Dietas con cereales
A) Nestum 4 cereales

1200 mL de Nestum 4 cereales
5 g de vitaminas para pollos
Una pizca de polen

100 mL de miel de abeja

150 mL de glicerol

50 mL de agua
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Se realiza una mezcla de los ingredientes solidos y otra de los liquidos una
vez integrados se mezcla solidos y liquidos. La dieta se puede conservar en
refrigeracion hasta su uso.

B) Harina de arroz Gerber

300 g de harina de arroz 1a etapa marca Gerber
37.5 g de salvado (esterilizado)

75 g de levadura

77.5 mL de miel de abeja

150 mL de glicerina

Una vez esterilizado el salvado se mezcla con la harina de arroz y la leva-
dura, por separado se calientan la miel y la glicerina (sin hervir) se anaden
a la primera mezcla y se homogeniza. La dieta se puede conservar en refri-
geracion hasta su uso.

6) Dieta de Tenebrio molitor (www.mexicogallero.net/index.php)

Harina de avena 25%

Harina de trigo 25%

Engorda de pollo 15% (Purina)
Salvado 35%

Alimentar regularmente con trozos de manzana, papa, zanahoria, jicama y
diente de ledbn como fuentes de humedad.
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